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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
     
Предмет исследования. Тяжелая кальцификация ксеноаортальных биопротезов клапанов сердца, имплантирован
ных в митральную позицию, часто ведет к функциональной недостаточности биопротеза и является важной пробле
мой в сердечнососудистой хирургии. К сожалению, до настоящего времени практически отсутствуют работы, посвя
щенные генетической восприимчивости к тяжелой кальцификации таких биопротезов.
Цель – установить связь полиморфизмов генов метаболизма липидов с риском тяжелой кальцификации ксеноаор
тальных биопротезов клапанов сердца, имплантированных в митральную позицию.
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Кальцификация митрального клапана, сопро	вождающаяся воспалением и отложением ли	пидов, ассоциирована с общими факторами
сердечно	сосудистого риска и представляет собой сос	
тояние, часто предшествующее стенозу или недос	
таточности митрального клапана [1]. Единственным
эффективным способом лечения данных патологий
на поздней стадии на данный момент остается опера	
ция по замене клапана [1]. Однако ксеноаортальные
биопротезы клапанов сердца, имплантированные в
митральную позицию, тоже часто подвергаются силь	
ной кальцификации, которая приводит к недостаточ	
ности протезного клапана и требует повторной опе	
рации по замене протеза [1].
Кальцификация митрального клапана часто но	
сит семейный характер [2], однако геномные марке	
ры кальцификации как нативных, так и протезных
клапанов сердца до сих пор практически неизвестны
[3]. В то же время их выявление может помочь оп	
ределить механизмы развития этой патологии, что мо	
жет помочь в лечении пороков митрального клапана.
Широкое распространение технологий генотипиро	
вания привело к появлению исследований, оцениваю	
щих связь однонуклеотидных полиморфизмов (ОНП)
с различными заболеваниями [4]. ОНП имеют раз	
личные функциональные последствия в зависимости
от их расположения в геноме [5]. К примеру, ОНП в
некодирующих участках ДНК могут влиять на ини	
циацию транскрипции или сплайсинг мРНК [5]. Не	
синонимичные ОНП (т.е. вызывающие замену одной
аминокислоты на другую) способны изменять экс	
прессию, стабильность и фолдинг белка, а также вли	
ять на посттрансляционные модификации [5]. В дан	
ной работе мы исследовали, могут ли ОНП в генах
метаболизма липидов быть значимыми предиктора	
ми тяжелой кальцификации ксеноаортальных биоп	
ротезов клапанов сердца, имплантированных в мит	
ральную позицию.
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Материалы и методы. В исследование было включено 124 пациента, подвергшихся операции по замене митрально
го клапана. Всего было исследовано шесть полиморфизмов в четырех генах: rs1042031 и rs6725189 (ген APOB), rs7412
и rs429358 (ген APOE), rs1800588 (ген LIPC), rs10455872 (ген LPA). Кроме того, с целью повышения статистической на
дежности результатов при малой выборке было генотипировано шесть полиморфизмов в пяти генах факторов коагу
ляции и агрегации тромбоцитов, не имеющих значения для кальцификации биопротезов: rs1799963 (ген F2), rs6025 и
rs6027 (ген F5), rs6046 (ген F7), rs5985 (ген F13A1) и rs5918 (ген ITGB3). Генотипирование проводилось в 96луночном
формате по технологии TaqMan (аллельспецифичная полимеразная цепная реакция с флюоресцентной детекцией ре
зультата в реальном времени).
Результаты. Генотип A/A полиморфизма rs10455872 гена LPA был идентифицирован как независимый предиктор тя
желой кальцификации ксеноаортальных биопротезов клапанов сердца, имплантированных в митральную позицию,
повышая риск данной патологии более чем в пять раз в сравнении с генотипом A/G. Иных статистически значимых свя
зей выявлено не было.
Область применения. Кардиохирургия.
Выводы. Полиморфизмы генов метаболизма липидов могут обуславливать генетическую восприимчивость к тяжелой
кальцификации биопротезов клапанов сердца.
Ключевые слова: биопротезы клапанов сердца; кальцификация; метаболизм липидов; липопротеин(а); 
генетическая восприимчивость.
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RS10455872 POLYMORPHISM WITHIN THE LPA GENE IS ASSOCIATED 
WITH SEVERE BIOPROSTHETIC MITRAL VALVE CALCIFICATION
Background. Bioprosthetic mitral valves frequently undergo severe calcification causing bioprosthetic valve failure, an urgent
problem in cardiovascular surgery. However, no research has been performed on genetic susceptibility to severe bioprosthe
tic mitral valve calcification.
Aim – to assess whether inherited variation in genes of lipid metabolism is associated with severe bioprosthetic mitral valve
calcification.
Materials and methods. We recruited 124 consecutive patients who underwent mitral valve replacement surgery. We asses
sed six polymorphisms within the four genes: rs1042031 and rs6725189 (APOB gene), rs7412 and rs429358 (APOE gene),
rs1800588 (LIPC gene) and rs10455872 (LPA gene). To perform an additional quality control step, we tested six nonrelevant
polymorphisms within the genes encoding coagulation factors and integrin beta 3, a protein responsible for platelet aggrega
tion: rs1799963 (F2 gene), rs6025 and rs6027 (F5 gene), rs6046 (F7 gene), rs5985 (F13A1 gene) and rs5918 (ITGB3 gene).
Genotyping was carried out in 96well format using the TaqMan SNP genotyping assay.
Results. A/A genotype of the rs10455872 polymorphism within the LPA gene was associated with more than 5fold increa
sed risk of severe bioprosthetic mitral valve calcification compared to the A/G genotype.
Conclusion. Polymorphisms within the lipid metabolism genes may be associated with severe bioprosthetic mitral valve calci
fication.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследуемая популяция
Критериями включения в исследование были:
1) принадлежность к русскому этносу; 2) прожива	
ние в Кемеровской области на протяжении как ми	
нимум двух поколений; 3) операция по замене мит	
рального клапана вследствие его пороков; 4) подпи	
сание информированного согласия на участие в исс	
ледовании. Критериями исключения были: 1) при	
надлежность к коренному населению или иммигран	
там; 2) злокачественные опухоли, аутоиммунные или
психические заболевания в анамнезе; 3) отказ подпи	
сать информированное согласие на участие в иссле	
довании.
В расширенный список на включение в исследо	
вание было включено 140 пациентов, поступивших
в Научно	исследовательский институт комплексных
проблем сердечно	сосудистых заболеваний (Кемерово,
Россия) и подвергшихся операции по замене митраль	
ного клапана вследствие его пороков в 2006	2007 гг.
После того, как 16 пациентов были исключены из
исследования в соответствии с вышеуказанными кри	
териями, окончательный размер выборки составил
124 человека (табл. 1). У половины из них (n = 62)
в течение 8 лет после имплантации развилась тяже	
лая кальцификация биопротеза; оставшиеся пациен	
ты (n = 62) рассматривались как контрольная группа
(табл. 2). Исследование было одобрено локальным
этическим комитетом, все его участники подписали
протокол информированного согласия.
Диагноз порока митрального клапана сердца и
решение о проведении операции по замене клапана
были основаны на соответствующих рекомендациях
(American College of Cardiology / American Heart
Association Guidelines) [6]. С целью замены митраль	
ного клапана использовались ксеноаортальные биоп	
ротезы КемКор и ПериКор (НеоКор, Россия), обра	
ботанные диглицидиловыми эфирами этиленгликоля
для увеличения резистентности к окислению и фер	
ментативной деградации [7]. Функциональное состо	
яние биопротезов оценивалось ежегодно посредством
эхокардиографического обследования. После эксплан	
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Основные характеристики изученной популяции
Table 2
Basic characteristics of the study population
Характеристика
Мужской пол
Возраст ≥ 50 лет






Тяжелая кальцификация биопротеза 












подвергшихся замене митрального клапана сердца
Table 1
Clinicopathological features of patients 
who underwent mitral valve replacement surgery
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тации биопротезов в случае их функциональной недос	
таточности кальцификация подтверждалась окраской
по Коссу и сканирующей электронной микроскопией.
Отбор ОНП и генотипирование
Основными критериями отбора ОНП были (1)
локализация в генах метаболизма липидов, (2) вы	
сокая распространенность в популяции (распростра	
ненность минорного аллеля в русской популяции ≥ 5 %
по данным HapMap), (3) предполагаемые или дока	
занные функциональные последствия на молекуляр	
ном уровне и (4) полное или почти полное отсутствие
исследований, оценивающих роль того или иного ОНП
в кальцификации митрального клапана. Для отбора
ОНП использовались базы данных dbSNP, SNPin	
fo и SNPnexus [8, 9]. Всего было отобрано 6 ОНП
в 4 генах (табл. 3).
У всех участников исследования в пробирку с эти	
лендиаминтетрауксусной кислотой забиралось 5 мл
периферической венозной крови. Далее 0,5 мл кро	
ви немедленно переносилось в свежую пробирку с
последующим добавлением 1 мл солевого буфера цит	
рата натрия (Promega). Далее содержимое пробирки
перемешивалось на вортексе и центрифугировалось
при 12000 оборотов в минуту в течение 2 минут. Оса	
док растворялся в буфере, содержащем 10 % додецил	
сульфат натрия (Sigma) и 100 мкг/мл протеиназы К
(Helicon), в течение 3 ч при 50°C. Далее в пробирку
добавлялся один объем смеси фенол : хлороформ : изо	
амиловый спирт (25 : 24 : 1), содержимое пробирки
перемешивалось на вортексе в течение 20 секунд и
центрифугировалось при 12000 оборотов в минуту в
течение 15 минут. Вязкий слой на границе раздела
фаз переносился в свежую пробирку с последующим
добавлением 70 % этанола для преципитации из рас	
твора геномной ДНК. Раствор центрифугировался при
12000 оборотов в минуту в течение 5 минут. Осадок
ДНК инкубировался в течение ночи в деионизиро	
ванной воде при комнатной температуре и далее хра	
нился при 	70°C.
Генотипирование проводилось в 96	луночном фор	
мате по технологии TaqMan (аллель	специфичная
полимеразная цепная реакция с флюоресцентной де	
текцией результата в реальном времени) с исполь	
зованием системы для проведения полимеразной цеп	
ной реакции ViiATM 7 Real	Time PCR System (Life
Technologies) в соответствии с инструкциями про	
изводителя. Итоговый объем реакционной смеси, со	
держащей 100 нг ДНК, 1,25 мкл каждого праймера,
2,5 мМMgCl2, 1 мМдНТФ и 1 ЕД Taq	полимеразы
(Life Technologies) составил 10 мкл. Для проведения
полимеразной цепной реакции использовались следу	
ющие настройки: 50°C в течение 120 секунд и 95°C в
течение 10 минут, затем 40 циклов по 95°C в течение
15 секунд и 60°C в течение 1 минуты. В таблице 3
представлены данные по специфичным праймерам для
всех ОНП. Лабораторный персонал, осуществлявший
генотипирование, не знал, к какой группе принадле	
жит пациент, и 10 % образцов было генотипировано
повторно для контроля качества.
Статистический анализ
Распределение возраста было принято нормаль	
ным в соответствии с критерием д’Агостино	Пирсо	
на. Поэтому для описания возраста использовались
среднее, 95% доверительный интервал (ДИ) и стан	
дартное отклонение. Для описания качественных приз	
наков использовались доли (MedCalc, MedCalcSoftwa	
re). Статистический анализ генетических ассоциаций
проводился с использованием программы SNP Stats
[10]. Для сравнения выявленных и ожидаемых час	
тот генотипов рассчитывалось равновесие Харди	Вай	
нберга по критерию хи	квадрат с одной степенью сво	
боды. Для оценки риска, связанного с тем или иным
аллелем или генотипом, рассчитывалось отношение
шансов (ОШ) и 95% ДИ. Расчет ОШ проводился в
соответствии с пятью известными моделями наследс	
твенности (кодоминантная, доминантная, рецессив	
ная, сверхдоминантная и лог	аддитивная). Выбор на	
иболее вероятной модели проводился в соответствии
с информационным критерием Акаике (AIC); модель
с наименьшим значением AIC определялась как на	
иболее вероятная. Поправка на множественные срав	
нения проводилась с использованием средней доли
ложных отклонений гипотез (FDR). P	значения, или
q	значения в случае применения FDR (q	значения –
это p	значения, скорректированные с учетом FDR),
< 0,05 принимались статистически значимыми.
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Генотип A/A полиморфизма rs10455872 гена LPA
был ассоциирован со статистически значимо повы	
шенным более чем в пять раз риском тяжелой каль	
цификации ксеноаортальных биопротезов клапанов
сердца, имплантированных в митральную позицию
(табл. 4). Иных статистически значимых различий
обнаружено не было. Для дополнительного контроля
качества были протестированы шесть ОНП в генах
факторов коагуляции и интегрина	бета 3, который
отвечает за агрегацию тромбоцитов. Как и ожидалось,
никаких статистически значимых связей данных шес	
ти ОНП с риском тяжелой кальцификации ксеноа	
ортальных биопротезов клапанов сердца, импланти	
рованных в митральную позицию, выявлено не бы	
ло.
ОБСУЖДЕНИЕ
Предыдущие исследования предоставили лишь нез	
начительную информацию о генетической восприим	
чивости к кальцификации митрального клапана. No	
varo с соавт. [11] и Tangri с соавт. [12] не выявили
статистически значимых связей между полиморфиз	































































5'3' и 3'5' праймеры 

























Примечание: ОНП  однонуклеотидный полиморфизм, APO  аполипопротеин, LIPC  печеночная липаза, LPA  липопротеин (a), 
ITGB  интегринбета.
Note: SNP  single nucleotide polymorphism, APO  apolipoprotein, LIPC  hepatic lipase, LPA  lipoprotein (a), 
ITGB  integrin beta.
Таблица 3
Характеристики изученных генных полиморфизмов
Table 3
Features of the gene polymorphisms used in the study
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Связь однонуклеотидных полиморфизмов генов метаболизма липидов с тяжелой кальцификацией
ксеноаортальных биопротезов клапанов сердца, имплантированных в митральную позицию
Table 4









































































































































































































































































































































































































































































Примечание: APO  аполипопротеин, LIPC  печеночная липаза, LPA  липопротеин (a), ITGB  интегринбета, ОШ  отношение шансов, 
ДИ  доверительный интервал, AIC  информационный критерий Акаике, HWE  равновесие ХардиВайнберга.
Note: APO  apolipoprotein, LIPC  hepatic lipase, LPA  lipoprotein (a), ITGB  integrin beta, OR  odds ratio, CI  confidence interval, 
AIC  Akaike information criterion, HWE  HardyWeinberg equilibrium.
Дополнительная информация
Авторы ответственно заявляют об отсутствии конфликта интересов. Финансирование данной работы осуществлялось за счет Федерального госу
дарственного бюджетного научного учреждения «Научноисследовательский институт комплексных проблем сердечнососудистых заболеваний».
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СВЯЗЬ ПОЛИМОРФИЗМОВ ГЕНОВ МЕТАБОЛИЗМА ЛИПИДОВ С РИСКОМ ТЯЖЕЛОЙ КАЛЬЦИФИКАЦИИ 
КСЕНОАОРТАЛЬНЫХ БИОПРОТЕЗОВ КЛАПАНОВ СЕРДЦА, ИМПЛАНТИРОВАННЫХ В МИТРАЛЬНУЮ ПОЗИЦИЮ
ho, β	Klotho и FGF	23 (кодируют белки Klotho, β	Klot	
ho и FGF	23, составляющие один из основных путей
фосфорнокальциевого гомеостаза) и данной патоло	
гией. Davutoglu и Nacak [13] показали, что генотип
I/I и аллель I полиморфизма rs4340 гена ACE (ко	
дирует ангиотензинпревращающий фермент) ассоци	
ированы с повышенным риском кальцификации мит	
рального клапана. Полногеномное исследование Tha	
nassoulis с соавт. [14] выявило два полиморфизма ге	
на IL1F9 (кодирует интерлейкин	36γ/1F9), rs17659543
и rs13415097 в качестве маркеров высокого риска
кальцификации митрального клапана. Стоит отме	
тить, что данных о генетической восприимчивости к
кальцификации биопротезов клапанов сердца опуб	
ликовано не было. В нашем исследовании генотип
A/A полиморфизма rs10455872 гена LPA был иден	
тифицирован как независимый маркер тяжелой каль	
цификации ксеноаортальных биопротезов клапанов
сердца, имплантированных в митральную позицию.
Ранее было показано, что данный генотип ассоции	
рован со сниженным уровнем липопротеина(а) [15].
Известно, что ген LPA кодирует аполипопротеин(а),
входящий в состав частиц липопротеина(а), и что уро	
вень липопротеина(а) в плазме крови существенно
зависит от структуры данного гена [15]. Хотя час	
тицы липопротеина(а) и относятся к подобным ли	
попротеинам низкой плотности, которые традицион	
но увеличивают сердечно	сосудистый риск [14, 15],
можно предположить, что в данной популяции име	
ет место обратный эффект.
Данное исследование имеет существенный недоста	
ток: малый размер выборки вследствие ограниченного
количества проводимых операций по замене митраль	
ного клапана. Однако для минимизации возможных
ложноположительных результатов с ожидаемо отри	
цательным результатом были протестированы шесть
ОНП в генах, не имеющих никакой патогенетичес	
кой связи с кальцификацией. В то же время, для под	
тверждения наших результатов необходимы иссле	
дования на больших выборках.
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